DNA recombinante derivado del virus de la sharka y vector de expresión de proteínas heterólogas basado en dicho DNA recombinante by Fernández Fernández, M.ª del Rosario et al.
k19 OFICINA ESPA
~NOLA DE
PATENTES Y MARCAS
ESPA~NA
k11 Numero de publicacion: 2 161 130
k21 Numero de solicitud: 009900698
k51 Int. Cl.7: C12N 15/40
C12N 15/83
C12N 7/01
k12 PATENTE DE INVENCION B1
k22 Fecha de presentacion: 07.04.1999 k73 Titular/es: Consejo Superior de
Investigaciones Cientcas
c/ Serrano, 117
28006 Madrid, ES
k43 Fecha de publicacion de la solicitud: 16.11.2001
Fecha de concesion: 16.05.2002 k72 Inventor/es:
Fernandez Fernandez, Ma del Rosario;Lopez-Moya Gomez, Juan Jose y
Garca Alvarez, Juan Antoniok45 Fecha de anuncio de la concesion: 16.06.2002
k45 Fecha de publicacion del folleto de patente:
16.06.2002
k74 Agente: No consta
k54 Ttulo: DNA recombinante derivado del virus de la sharka y vector de expresion de protenas
heterologas basado en dicho DNA recombinante.
k57 Resumen:
DNA recombinante derivado del virus de la sharka y
vector de expresion de protenas heterologas basado
en dicho DNA recombinante.
El DNA recombinante comprende un cDNA al ge-
noma del virus de la sharka (PPV), de longitud com-
pleta, que contiene entre las secuencias codicantes
de las protenas Nib y CP: a) una secuencia ajena se-
leccionada entre (i) una secuencia de 18 nucleotidos
que codican a los 6 primeros aminoacidos de un
heptapeptido de reconocimiento de la proteasa Nia
de PPV, y (ii) una secuencia de 21 nucleotidos que
codica a un heptapeptido de reconocimiento de la
proteasa Nia de PPV; b) una diana para una primera
enzima de restriccion; c) una secuencia espaciadora;
y d) una diana para una segunda enzima de restric-
cion. El vector comprende un DNA recombinante
que contiene una secuencia ajena insertada entre las
secuencias codicantes de las protenas Nib y CP y es
util para expresar protenas heterologas en plantas.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
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DESCRIPCION
DNA recombinante derivado del virus de la sharka y vector de expresion de protenas heterologas
basado en dicho DNA recombinante.
Campo de la invencion
Esta invencion se relaciona con el empleo de virus de plantas como vectores para la expresion de
protenas heterologas de interes en plantas. La invencion proporciona un vector de expresion de protenas
heterologas constituido por una molecula de DNA recombinante que comprende un DNA complementa-
rio al genoma del virus de la sharka, de longitud completa, que contiene la secuencia de nucleotidos que
codica a una protena heterologa entre las secuencias codicantes de la replicasa y de la protena de la
capsida del virus de la sharka, sin producir cambios en ninguna de dichas protenas virales.
Antecedentes de la invencion
Actualmente se estan manipulando las plantas con el n de desarrollar nuevos sistemas de elaboracion
de productos biologicos de interes. Las plantas ofrecen numerosas ventajas frente a otros sistemas de ex-
presion. En particular, constituyen una va economica, segura y facil de obtener protenas de interes, sin
requerir unas instalaciones caras para el escalado, y permiten reemplazar cultivos tradicionales exhaustos.
La produccion en plantas de protenas con valor farmaceutico as como protenas que puedan ser usadas
como vacunas subunidad es de especial interes.
Existen dos estrategias mayoritarias para la produccion de moleculas de interes en plantas: (i) trans-
formacion genetica del genoma nuclear de las plantas para crear plantas transgenicas, y (ii) manipulacion
del genoma de los virus de plantas (Arntzen, 1997) [vease el apartado relativo a la BIBLIOGRAFIA].
Esta ultima estrategia presenta la ventaja de que permite que las plantas produzcan cantidades relati-
vamente grandes del producto deseado en un determinado momento de su ciclo de desarrollo, y ademas,
las reservas (stocks) de virus se pueden mantener durante largos perodos de tiempo sin necesidad de
efectuar pases a traves de plantas.
El hecho de que las plantas y los virus de las plantas ofrezcan la posibilidad de expresar productos
heterologos de interes de forma sencilla y ventajosa, ha ocasionado que actualmente exista una busqueda
continua de nuevos sistemas y vectores basados en virus de plantas capaces de expresar secuencias de
nucleotidos de interes, con el n de incrementar el espectro de plantas y de virus de plantas susceptibles
de ser utilizados para la obtencion de productos biologicos de interes, as como para mejorar la eciencia
de los vectores obtenidos.
Se han desarrollado diversos sistemas de expresion de protenas heterologas tanto a partir de virus
de genoma DNA como de virus de genoma RNA (Scholthof y col., 1996). En general, ha sido posible
identicar regiones no esenciales del genoma de los virus DNA que pueden ser sustituidas por secuencias
extra~nas. Sin embargo, parece un hecho generalizado tambien, la limitacion en cuanto al tama~no del
inserto que puede ser tolerado. En el caso de los virus de genoma RNA, el reemplazamiento de secuencias
virales generalmente tiene efectos drasticos en la viabilidad del virus. Sin embargo, en diversos ejemplos
se ha probado la capacidad de incrementar sustancialmente el tama~no del genoma viral, por insercion
de secuencias adicionales, mientras el virus mantiene la capacidad de multiplicarse y propagarse por la
planta. Estos sistemas basados en virus de genoma RNA parecen ser los que tienen un potencial mas
grande como vectores genicos de expresion (Porta y Lomonosso, 1996; Scholthof y col., 1996).
Aunque inicialmente exista el temor de que las altas tasas de mutacion de los virus RNA dieran
como resultado una afectacion de las secuencias insertadas que no estaban bajo presion selectiva (van
Vloten-Doting y col., 1985), este temor ha disminuido segun se ha ido disponiendo de datos acerca de la
variabilidad y la tasa de mutacion tanto de tobamovirus silvestres (Rodrguez-Cerezo y Garca-Arenal,
1989; Rodrguez -Cerezo y col., 1989) como recombinantes (Kearney y col., 1993). Estos datos muestran
que las poblaciones de virus de plantas de genoma RNA son bastante estables.
El problema fundamental con el que los vectores basados en virus de genoma RNA se han encontrado,
lejos de ser la delidad de la RNA polimerasa, ha sido la estabilidad de las construcciones quimericas.
Los fenomenos espontaneos de delecion, sufridos por estas construcciones quimericas, llevan en muchos
casos a la perdida de la secuencia ajena y en algunos casos tambien se pierden secuencias del propio virus.
Por otra parte, algunos de estos virus quimericos presentan un rendimiento en planta reducido respecto
al virus silvestre.
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El virus de la sharka o plum pox virus (PPV) es un miembro del grupo potyvirus, que infecta a plantas
y es transmitido en la naturaleza por pulgones que actuan como vectores de dichos virus (Pirone y Thorn-
bury, 1983). Los viriones helicoidales de PPV estan constituidos por una molecula de RNA de polaridad
mensajero rodeada por mas de 2.000 copias de la unica protena de la capsida (CP) (Riechmann y col.,
1992). La molecula de RNA posee covalentemente unida en su extremo 5’ una protena viral denominada
VPg y en su extremo 3’ posee una cola de poliadenilato. La estrategia de expresion del genoma de los
potyvirus consiste en la traduccion de este en una gran poliprotena que es procesada por proteasas virales
para dar lugar a los productos proteicos virales nales. La primera protena codicada por el genoma
de los potyvirus es la protena P1, que, entre otras funciones, tiene capacidad de autoprocesarse y actua
sobre su extremo carboxi-terminal para separarse del siguiente producto proteico, que es la protena HC,
la cual, a su vez, posee tambien actividad autoproteoltica y actua sobre su extremo carboxilo separandose
del siguiente producto proteico (P3). El resto de procesamientos proteicos son realizados tanto en cis
como en trans por la proteasa NIa codicada en el ultimo tercio de la poliprotena. La mayor parte de
la especicidad de corte de la proteasa NIa reside en una secuencia heptapeptdica. Se ha descrito que
esta secuencia es capaz de ser reconocida por la proteasa NIa tanto en una posicion de la poliprotena
diferente a la original como en entornos heterologos entre protenas no virales y en otros sistemas, por
ejemplo, bacterias (Carrington y Dougherty, 1988; Garca y col., 1989; Garca y col., 1992).
El PPV infecta a arboles frutales de hueso, por ejemplo, melocotoneros, albaricoqueros, ciruelos, ce-
rezos, guindos o almendros. La construccion de un vector basado en PPV tiene la ventaja de que podra
utilizarse para infectar arboles frutales y obtener la protena de interes a partir de estos, posibilidad que
no ofrecen otros sistemas de expresion basados en potyvirus que solo son capaces de infectar plantas
herbaceas como es el caso del virus del grabado del tabaco (TEV) (Dolja y col., 1992). No obstante,
PPV tambien puede infectar sistemicamente plantas herbaceas de diferentes generos [vease mas adelante
la Tabla 1].
Los vectores basados en los potyvirus TEV (Dolja y col., 1992) y PPV (Guo y col., 1998) previamente
desarrollados utilizan como sitio de clonaje el punto de union de los cistrones de las protenas P1 y HC
(Dolja y col., 1992; Guo y col., 1998). El vector basado en TEV ha sido de gran utilidad en el estudio
de la biologa molecular de los potyvirus y de otros virus de plantas. Sin embargo, su utilidad para
la produccion de protenas heterologas de interes en planta se ve limitada por la susceptibilidad de las
secuencias clonadas en el a sufrir deleciones en ciertas circunstancias (Dolja y col., 1993). En el caso del
vector basado en PPV al problema de la inestabilidad genomica se le a~nade una considerable disminucion
de la eciencia de replicacion que se traduce en un retraso acusado en la acumulacion de virus (Guo y col.,
1998). Por tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos vectores basados en potyvirus que superen los
inconvenientes se~nalados.
La presente invencion contempla el empleo del PPV como vector para expresar una secuencia que
codica, al menos, a una protena heterologa en plantas o en celulas vegetales, y se basa en la localizacion
de nuevas zonas del genoma de PPV susceptibles de albergar secuencias heterologas de un modo estable,
as como en utilizar estrategias de clonaje que no tengan efectos deletereos para la viabilidad del virus.
Por tanto, un objeto de esta invencion lo constituye un DNA recombinante que comprende un DNA
complementario (cDNA) al genoma de PPV, de longitud completa, que contiene adicionalmente entre
las secuencias de nucleotidos codicantes de las protenas virales NIb y CP, (a) una secuencia ajena de
nucleotidos seleccionada entre (i) una secuencia ajena de 18 nucleotidos que constituiran los 18 ultimos
nucleotidos de la secuencia codicante de la protena NIb y que codican a los 6 primeros aminoacidos
de un heptapeptido de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV, y (ii) una secuencia ajena de 21
nucleotidos que codica a un heptapeptido de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV, (b) una se-
cuencia de reconocimiento de una primera enzima de restriccion, (c) una secuencia espaciadora, y (d) una
secuencia de reconocimiento de una segunda enzima de restriccion, con lo que dicho DNA recombinante
contiene 2 secuencias de nucleotidos que codican para el heptapeptido de reconocimiento de la proteasa
NIa de PPV y entre ambas secuencias una diana para la primera enzima de restriccion y una diana para la
segunda enzima de restriccion, ambas de sitio unico. La obtencion de dicho DNA recombinante tambien
constituye un objeto de esta invencion.
Un objeto adicional de esta invencion lo constituye un vector de expresion de protenas heterologas
basado en PPV que comprende dicho DNA recombinante que contiene, al menos, una secuencia de nu-
cleotidos heterologa que codica a una protena heterologa insertada entre las secuencias de nucleotidos
codicantes de las protenas NIb y CP de PPV, en concreto clonada entre las dianas para dichas primera
y segunda enzimas de restriccion, ambas de sitio unico. La obtencion de dicho vector de expresion cons-
tituye tambien un objeto adicional de esta invencion.
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Otro objeto adicional de esta invencion lo constituye un procedimiento para la expresion de protenas
heterologas en plantas o celulas de plantas susceptibles de ser infectadas por PPV que comprende inocular
dichas plantas o celulas de plantas con dicho vector de expresion de protenas heterologas basado en PPV
y expresar dichas protenas heterologas en dichas plantas o celulas de plantas.
Breve descripcion de las guras
La Figura 1A muestra un esquema de la poliprotena de PPV y la localizacion de los diferentes pro-
ductos proteicos. Las flechas muestran los puntos de corte autocataltico por parte de las proteasas P1 y
HC. El resto de barras verticales muestra los procesamientos realizados por la proteasa NIa. Se incluye
una caja negra que representa la protena heterologa y se indica la posicion en la que el vector PPV-NK
expresa dicha protena heterologa. La Figura 1B muestra detalladamente la secuencia del heptapeptido
de reconocimiento de la proteasa NIa que separa las protenas NIb y CP en la poliprotena viral y el
punto exacto de procesamiento dentro de este. Los aminoacidos se han nombrado utilizando el codigo de
aminoacidos de una sola letra, segun la nomenclatura convencional [IUPAC-IUB Biochemical Nomencla-
ture Comission].
La Figura 2 muestra la estrategia seguida para la construccion del vector NK y el clonaje de genes
exogenos en dicho vector. Se muestra un detalle de la region de PPV donde se realizaron las modi-
caciones. Las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion se nombran solo la primera
vez que aparecen en la gura, mientras que en las demas ocasiones se muestran como el rectangulo con
la simbologa correspondiente. La secuencia de reconocimiento de la proteasa NIa se muestra como un
rectangulo con rayas transversales y el punto exacto de corte como un triangulo negro. Traduccion de las
leyendas de la Figura 2: a): mutagenesis dirigida; b): mutante MK; c): digestion con MluI, creacion de
extremos romos y digestion con KpnI; d): vector NK; e): digestion con NaeI y KpnI; f): oligonucleotidos
hibridados; g): gen exogeno; h): producto de PCR tras digestion con KpnI; i): quimera NK-gen exogeno.
La Figura 3A muestra un esquema de la poliprotena viral expresada por el vector PPV-NK y de
la posicion en la que se inserta la protena GFP en dicha poliprotena. En la Figura 3B se muestra un
detalle de los puntos de procesamiento por parte de la proteasa NIa entre las protenas NIb y GFP y entre
las protenas GFP y CP. Como se puede observar, la secuencia del heptapeptido de reconocimiento de la
proteasa NIa tiene la misma secuencia a nivel de aminoacidos en ambos casos, pero diferente secuencia
de nucleotidos [vease la parte inferior del esquema de la protena]. Los aminoacidos se han nombrado
utilizando el codigo de aminoacidos de una sola letra, segun la nomenclatura convencional [IUPAC-IUB
Biochemical Nomenclature Comission].
La Figura 4 muestra el resultado de un analisis por western-blot de plantas infectadas con el virus
PPV (carriles 2 y 5) y con el virus quimerico PPV-NK-GFP (carriles 3 y 6) utilizando el anticuerpo
monoclonal 5B anti-PPV (carriles 2 y 3) y una mezcla comercial de anticuerpos monoclonales anti-GFP
(carriles 5 y 6). Los carriles 1 y 4 contienen los marcadores de peso molecular BioRad prete~nidos de
amplio rango.
La Figura 5 muestra el resultado de un analisis por IC-RT -PCR de extractos de planta sana (carril
1) y de plantas infectadas con el virus quimerico PPV-NK-GFP (carriles 3-8) o con PPV (carril 9). Los
fragmentos amplicados corresponden a los nucleotidos (nt) 8390-8900 del genoma de PPV (Lan y col.,
1988). Como marcador de pesos moleculares se utilizo el DNA del bacteriofago 29 digerido con la enzima
de restriccion Hind III (carril 2).
Descripcion detallada de la invencion
La invencion proporciona un DNA recombinante que comprende un cDNA al genoma de PPV, de
longitud completa, que contiene entre las secuencias de nucleotidos codicantes de las protenas virales NIb
y CP, una secuencia de nucleotidos constituida por los siguientes elementos, operativamente enlazados,
en el siguiente orden (segun la direccion 5’ ! 3’ de la cadena codicante):
a) una secuencia ajena de nucleotidos seleccionada entre:
i) una secuencia ajena de 18 nucleotidos que constituiran los 18 ultimos nucleotidos de la se-
cuencia codicante de la protena NIb y que codican a los 6 primeros aminoacidos de un
heptapeptido de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV, y
ii) una secuencia ajena de 21 nucleotidos que codica a un neptapeptido de reconocimiento de la
proteasa NIa de PPV;
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b) una secuencia de nucleotidos que comprende un sitio unico de reconocimiento de una primera enzima
de restriccion;
c) una secuencia espaciadora constituida por, al menos, 3 nucleotidos; y
d) una secuencia de nucleotidos que comprende un sitio unico de reconocimiento de una segunda
enzima de restriccion.
Segun esta construccion, el DNA recombinante proporcionado por esta invencion contiene entre los
cistrones de las protenas NIb y CP 2 secuencias de nucleotidos que codican a un heptapeptido de reco-
nocimiento de la proteasa NIa de PPV, y entre ambas secuencias una diana para la primera enzima de
restriccion y una diana para la segunda enzima de restriccion, ambas de sitio unico. El heptapetido ajeno
puede ser, en una realizacion particular de esta invencion, el heptapeptido [NVVVHGA] originalmente
de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV entre las protenas NIb y CP de PPV.
En una realizacion particular de esta invencion, la secuencia ajena de reconocimiento de la proteasa
NIa de PPV presente en el DNA recombinante proporcionado por esta invencion esta formada por la
combinacion de (i) la secuencia ajena de 18 nucleotidos que constituyen los 18 ultimos nucleotidos de la
secuencia codicante de la protena NIb y que codican a los 6 primeros aminoacidos de un heptapeptido
de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV, y (ii) los 3 primeros nucleotidos de la secuencia de recono-
cimiento de la primera enzima de restriccion que codican al ultimo aminoacido de dicho heptapeptido
de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV, mientras que la otra secuencia de nucleotidos que codica
a dicha secuencia de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV esta formada por (i) los 18 nucleotidos
inmediatamente adyacentes a la secuencia de nucleotidos codicante de la protena CP, que correspondan
inicialmenze a los 18 ultimos nucleotidos que codican a los 6 ultimos aminoacidos del extremo carboxilo
de la protena NIb de PPV, en combinacion con (ii) los 3 primeros nucleotidos de la secuencia codicante
de la protena CP que codican al ultimo aminoacido de dicho heptapeptido de reconocimiento de la
proteasa NIa de PPV.
En otra realizacion particular de esta invencion, una de dichas secuencias de reconocimiento de la
proteasa NIa de PPV presente en el DNA recombinante proporcionado por esta invencion esta formada
por dicha secuencia ajena de 21 nucleotidos que codica a un heptapeptido de reconocimiento de la
proteasa NIa de PPV, mientras que la otra secuencia de nucleotidos que codica a dicha secuencia de
reconocimiento de la proteasa NIa de PPV esta formada por (i) los 18 nucleotidos inmediatamente ad-
yacentes a la secuencia de nucleotidos codicante de la protena CP, que correspondan inicialmente a
los 18 ultimos nucleotidos que codican a los 6 ultimos aminoacidos del extremo carboxilo de la protena
NIb de PPV, en combinacion con (ii) los 3 primeros nucleotidos de la secuencia codicante de la protena
CP que codican al ultimo aminoacido de dicho heptapeptido de reconocimiento de la proteasa NIa de
PPV.
En una realizacion particular y preferida de esta invencion, las secuencias de nucleotidos que codican
a ambas secuencias de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV son diferentes y dieren en uno o mas
nucleotidos con el n de evitar o reducir posibles fenomenos de recombinacion entre secuencias homologas
que podran llevar a la perdida de la secuencia de nucleotidos que codica a la protena heterologa. En
una realizacion particular de esta invencion, dichas secuencias de nucleotidos codican al heptapeptido de
reconocimiento de la proteasa NIa de PPV entre NIb y CP, y dieren en un nucleotido en cada triplete.
El DNA recombinante proporcionado por esta invencion contiene dos dianas o secuencias de recono-
cimiento de enzimas de restriccion, una diana para una primera enzima de restriccion y otra diana para
una segunda enzima de restriccion, ambas de sitio unico, separadas entre s por una secuencia espacia-
dora. Ambas secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion permiten el clonaje de las secuencias
heterologas. La primera enzima de restriccion puede ser cualquiera. En una realizacion particular de esta
invencion, el DNA recombinante proporcionado por esta invencion contiene una diana para la enzima
NaeI [diana para la primera enzima de restriccion] adyacente a la secuencia que codica al extremo carbo-
xilo de la protena NIb de PPV. La segunda enzima de restriccion tambien puede ser cualquiera. En una
realizacion particular, el DNA recombinante proporcionado por esta invencion contiene una diana para
una segunda enzima de restriccion que es diferente a la diana para dicha primera enzima de restriccion.
En una realizacion particular, dicha segunda enzima de restriccion es la enzima KpnI.
La secuencia espaciadora esta compuesta por, al menos, 3 nucleotidos cualesquiera y tiene por nali-
dad facilitar el anclaje y aumentar la ecacia de las enzimas de restriccion.
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A nivel del producto de expresion del DNA recombinante proporcionado por esta invencion, la zona de
union de las protenas NIb y CP codicada por dicho DNA recombinante esta modicada respecto a PPV
silvestre de manera que contiene, de manera consecutiva: i) la protena NIb que se separa del resto de
productos proteicos tras el procesamiento de una secuencia de reconocimiento de la proteasa NIa identica
a la original pero codicada por una secuencia diferente de nucleotidos (los 3 ultimos nucleotidos pueden
ser parte de la secuencia de reconocimiento de la primera enzima de restriccion); ii) unos aminoacidos
que estan codicados por la totalidad o por parte de la secuencia de reconocimiento de la primera enzima
de restriccion, por la secuencia espaciadora y por la secuencia de reconocimiento de la segunda enzima
de restriccion; iii) la secuencia de reconocimiento de la proteasa NIa propia del extremo carboxilo de la
protena NIb; y iv) la protena CP.
El DNA recombinante proporcionado por esta invencion puede obtenerse mediante manipulacion de
un clon de cDNA de longitud completa de PPV, el cual puede obtenerse por transcripcion inversa del
genoma de PPV mediante el procedimiento descrito en la solicitud de patente espa~nola n P9800623.
Brevemente, dicho DNA recombinante puede obtenerse mediante un procedimiento como el descrito en
el Ejemplo que acompa~na a esta descripcion que comprende las etapas de:
a) efectuar una mutagenesis dirigida sobre un clon de cDNA de PPV de longitud completa, para
introducir una secuencia de nucleotidos que contiene un sitio de reconocimiento de la enzima de res-
triccion MluI y un sitio de reconocimiento de la enzima KpnI separados por una secuencia espaciadora
de 3 nucleotidos, en una posicion inmediatamente anterior a la secuencia que codica al heptapetido de
reconocimiento de la proteasa NIa de PPV entre las protenas NIb y CP (vease la Figura 2), y crear un
mutante identicado como mutante MK;
b) preparar una secuencia de nucleotidos que contiene, en relacion con la cadena codicante y en di-
reccion 5’! 3’, los dos ultimos nucleotidos del codon que codica al primer aminoacido del heptapeptido
de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV, el resto de la secuencia que codica a los 6 aminoacidos
restantes del sitio de corte de la proteasa NIa, la secuencia de la diana de restriccion NaeI (los 3 primeros
nucleotidos forman el ultimo codon de la secuencia codicante del heptapeptido de reconocimiento de
la proteasa NIa de PPV entre las protenas NIb y CP), 3 nucleotidos espaciadores y extremos cohesivos
compatibles con la enzima de restriccion KpnI; y
c) digerir el mutante MK obtenido en la etapa a) con MluI, crear extremos romos, digerir con KpnI
y ligar con la secuencia de nucleotidos preparada en la etapa b), con lo que se obtiene un DNA recombi-
nante de tipo NK que contiene un sitio de reconocimiento de NaeI y un sitio de reconocimiento de KpnI
separados por una secuencia espaciadora de 3 nucleotidos.
El DNA recombinante proporcionado por esta invencion es adecuado para la preparacion de vecto-
res de expresion de protenas heterologas de interes en plantas. Por tanto, la invencion proporciona,
un vector de expresion de protenas heterologas basado en PPV, que comprende el DNA recombinante
proporcionado por esta invencion, que permite la expresion de la protena heterologa de interes formando
parte de la poliprotena de PPV en el huesped correspondiente sin producir cambios en ninguna de las
protenas virales con el n de interferir lo menos posible con cualquier funcion viral. La proteasa nativa
NIa es la encargada de separar la protena heterologa del resto de los productos virales.
De forma mas concreta, el vector de expresion de, al menos, una protena heterologa basado en PPV
proporcionado por esta invencion, en adelante, vector de expresion de la invencion, comprende:
a) un promotor,
b) una secuencia de DNA recombinante proporcionado por esta invencion que contiene, al menos, una
secuencia de nucleotidos heterologa que codica a una protena heterologa, insertada entre las secuencias
de nucleotidos codicantes de las protenas NIb y CP de PPV, en concreto, entre las dianas para dichas
primera y segunda enzimas de restriccion, ambas de sitio unico, y
c) un vehculo de clonaje.
El promotor, o secuencia promotora de la transcripcion, es una secuencia de DNA situada en el ex-
tremo 5’-terminal e inmediatamente anterior al nucleotido (nt) 1 del cDNA del RNA genomico de PPV,
a la que se une la RNA polimerasa para iniciar la transcripcion del RNA. Dicho promotor puede ser:
- un promotor adecuado para la transcripcion in vitro del cDNA mediante la correspondiente RNA
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polimerasa, tal como un promotor de un bacteriofago, por ejemplo, del bacteriofago T7; o
- un promotor de un gen funcional en plantas, adecuado para la transcripcion in vivo del RNA viral,
por ejemplo, el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV).
Por tanto, en ciertas realizaciones particulares de la invencion, la RNA polimerasa adecuada para
producir los transcritos de RNA a partir del vector de expresion de la invencion puede ser la RNA poli-
merasa del bacteriofago T7 o RNA polimerasas de la planta.
En una realizacion particular de esta invencion, dicha secuencia de DNA recombinante presente en
el vector de expresion de la invencion contiene una secuencia de nucleotidos que codica a una protena
heterologa entre las secuencias que codican a la protena NIb y a la protena CP de PPV, en concreto,
entre las dianas para dichas primera y segunda enzimas de restriccion, ambas de sitio unico, y se expresa
formando parte de la poliprotena de PPV en el huesped correspondiente entre dichas protenas NIb y
CP.
En el sentido utilizado en esta descripcion, el termino \heterologo(a)", aplicado a una protena o a
una secuencia de nucleotidos signica que no es expresada por PPV de tipo silvestre.
Con el vector de expresion de la invencion se puede expresar todo tipo de protenas heterologas de
interes, tales como las protenas utilizadas con nes prolacticos, terapeuticos, o de diagnostico del cuerpo
humano o animal, as como protenas que permiten la acumulacion y/o degradacion en la planta de con-
taminantes medioambientales, la sobreacumulacion de algun metabolito de la planta, o la modicacion de
un metabolito de la planta para producir un metabolito secundario a dicho compuesto, o protenas que
imparten a la planta alguna caracterstica agronomica interesante, por ejemplo, resistencia a herbicidas,
enfermedades y patogenos, aumento de rendimiento, etc.
En otra realizacion particular, el vector de expresion de la invencion expresa mas de una protena
heterologa. En este caso, la secuencia de DNA recombinante presente en el vector de expresion de la
invencion contiene todas las secuencias de nucleotidos heterologas que codican a las distintas protenas
heterologas entre las secuencias codicantes de las protenas NIb y CP de PPV. En este caso, la expresion
de dichas protenas heterologas puede tener lugar de la siguiente manera:
(i) como productos independientes entre s debido a la insercion de una o varias secuencias de nu-
cleotidos que codican a un heptapeptido de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV entre las protenas
heterologas; o
(ii) como un producto de fusion que contiene las protenas heterologas fusionadas entre s.
Por tanto, en una realizacion particular de esta invencion, la secuencia de cDNA contiene una o varias
secuencias de reconocimiento de la proteasa NIa adicional(es) entre las protenas NIb y CP con el n de
permitir la escision de las protenas heterologas durante el procesamiento de la poliprotena resultante.
Preferentemente, entre las secuencias que codican a las secuencias de reconocimiento de la proteasa NIa
se insertan las secuencias de reconocimiento de distintos enzimas de restriccion para facilitar la insercion
de las secuencias codicantes de las protenas heterologas de interes.
El vehculo de clonaje es una molecula de DNA que posee un origen de replicacion y es, por tanto,
potencialmente capaz de replicarse en una celula adecuada.
El vector de expresion de la invencion puede obtenerse mediante un procedimiento que comprende
digerir un DNA recombinante proporcionado por esta invencion con las enzimas de restriccion cuyas
secuencias de reconocimiento se encuentran en dicho DNA recombinante, ligar la secuencia codicante
de la protena heterologa e insertar dicha secuencia de DNA recombinante que contiene la secuencia de
nucleotidos heterologa en un vehculo de clonacion.
En el Ejemplo que acompa~na a esta descripcion se describe de forma detallada la construccion de
un vector de expresion de protenas heterologas basado en PPV y la expresion en dicho vector de una
protena testigo, concretamente, la protena de la fluorescencia verde de medusa (GFP).
El vector de expresion de la invencion capaz de expresar mas de una protena heterologa, que se expre-
san como productos independientes entre s, puede obtenerse, por ejemplo, mediante un procedimiento
que comprende construir un primer vector de expresion que expresa una primera protena heterologa me-
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diante el procedimiento previamente descrito y, posteriormente, sobre dicho primer vector y, mediante un
procedimiento similar al descrito para la construccion de dicho primer vector, introducir la secuencia que
codica al sitio de reconocimiento articial para la proteasa NIa de PPV y las dianas para las enzimas de
restriccion adecuadas, y, nalmente, clonar entre dichas dianas la secuencia heterologa que codica para
la segunda protena heterologa, y as sucesivamente para introducir las restantes secuencias codicantes
de protenas heterologas.
El vector de expresion de la invencion capaz de expresar mas de una protena heterologa que se
expresan fusionadas entre s puede obtenerse mediante un procedimiento como el descrito previamente
para construir el vector de expresion de la invencion con la salvedad de que, en este caso, no se insertan
secuencias adicionales de reconocimiento de la NIa de PPV entre las protenas heterologas.
La invencion tambien proporciona un procedimiento para la obtencion de, al menos, una protena
heterologa en plantas o celulas de plantas susceptibles de ser infectadas por PPV que comprende:
a) inocular dichas plantas o celulas de plantas que son susceptibles de ser infectadas por PPV con el
vector de expresion de la invencion;
b) expresar la protena o protenas heterologa(s) en dichas plantas o celulas de plantas contenidas en
la poliprotena viral; y, opcionalmente,
c) si la funcion de la(s) protena(s) heterologas se requiere fuera de la planta, separar dicha(s)
protena(s) heterologa(s) de la poliprotena viral y aislarla del medio.
En la Tabla 1 se recoge una relacion ilustrativa de algunas especies susceptibles de ser infectadas por
PPV.
TABLA 1
Relacion de especies susceptibles de ser infectadas por PPV
1. Frutales con hueso
Prunus amygdalus
P. amygdalo-persica
P. armeniaca
P. avium
P. cerasifera
P. cerasus
P. cistena
P. domestica
P. mahaleb
P. mume
P. persica
P. spinosa
P. tomentosa
P. triloba
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2. Herbaceas
a) Chenopodiaceae
Chenopodium capitatum
C. foetidum
C. foliosum
C. quinoa
b) Compositae
Emilia sagittata
Senecio viscosus
S. vulgaris
Zinnia elegans
c) Labiatae
Lamium amplexicaule
L. purpureum
Galeopsis segetum
d) Papilionaceae
Vicia sativa ssp. angustifolia
Pisum sativum
e) Passifloraceae
Passiflora foetida
f) Ranunculaceae
Ranunculus arvensis
R. sardous
g) Scrophulariaceae
Linaria cymbalaria
h) Solanaceae
Nicandra physalo¨des
Nicotiana anis
N. auriculata
N. clevelandii
N. debneyi
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N. exigua
N. gigantea
N. glutinosa
N. knightiana
N. langsdori
N. longiflora
N. maritima
N. megalosiphon
N. noctiflora
N. nudicaulis
N. paniculata
N. plumbaginifolia
N. pomopsiflora
N. quadrivalvis
N. repanda
N. rustica
N. solanifolia
N. sylvestris
N. tabacum
Solanum conatum
S. luteum
S. miniatum
S. nigrum
S. nudiflorum
S. polyadenium
S. rostratum
S. sinaicum
S. sodomaeum
S. villosum
Petunia hyvrida
Physalis floridana
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En una realizacion particular del metodo para la obtencion de protenas heterologas proporcionado
por esta invencion el vector de expresion de la invencion puede llevar insertada en la secuencia de cDNA
una secuencia de nucleotidos que contribuya a la estabilizacion del vector durante su propagacion en
bacterias, por ejemplo, un intron del gen STLS de patata.
La inoculacion de las plantas con estos vectores se puede realizar bien mecanicamente o bien utilizando
la metodologa de la pistola de genes Helios \gene-gun" (BioRad).
En otra realizacion particular de este metodo se puede utilizar un vector de la invencion en el que la
secuencia de cDNA que contiene, al menos, una secuencia codicante de una protena heterologa, esta
bajo un promotor adecuado para la transcripcion in vitro del cDNA, en cuyo caso los transcritos de RNA
se obtienen utilizando una RNA polimerasa adecuada, por ejemplo, la RNA polimerasa del bacteriofago
T7.
Si la funcion de la(s) protena(s) heterologa(s) se requiere ex situ, es decir, fuera de la planta, dicha(s)
protena(s) heterologa(s) separada(s) de la poliprotena obtenida mediante el procesamiento proteoltico
de dicha poliprotena, puede(n) aislarse del medio y, si se desea, puricarse.
En caso de que se utilice una planta completa para la produccion de la protena heterologa, el vector
de expresion de la invencion debera ser, preferentemente, defectivo en la capacidad de ser transmitido
por pulgones para evitar la transmision de dicho vector recombinante a otras plantas. Esto se puede
lograr inactivando los componentes virales necesarios para la transmision por insectos. Por ejemplo, den-
tro de la region amino terminal de la protena CP de los potyvirus existe la trada de aminoacidos DAG
(aspartico, alanina y glicina) que es esencial para la transmision del virus por pulgones (Atreya y col.,
1990; Atreya y col., 1991). Se han descrito mutantes naturales de PPV denominados NAT (non-aphid-
transmissible), es decir, no transmisibles por pulgones (Maiss y col., 1992; Lopez-Moya y col., 1995).
Estos mutantes tienen una delecion de 15 aminoacidos en el extremo amino terminal de la protena CP,
incluyendo dicha delecion la glicina de la trada DAG esencial para la transmision por pulgones. Se
dispone de una construccion de un cDNA completo de PPV denominado pGPPV-NAT que alberga una
mutacion equivalente a la que aparece en los mutantes NAT (Fernandez-Fernandez y col., 1998) del que
se pueden sintetizar transcritos que resultan infecciosos en plantas con las mismas caractersticas que la
infeccion por transcritos silvestres. En una realizacion particular y nal, con nes de explotacion a gran
escala del vector de expresion de la invencion, dicho vector podra albergar esta mutacion que lo hara
biologicamente seguro.
Por tanto, en una realizacion particular, la secuencia de cDNA de PPV presente en el vector de ex-
presion de la invencion contiene una delecion de tipo NAT para evitar la transmision por pulgones del
vector recombinante a otras plantas.
A modo de ejemplo ilustrativo, no limitativo, de esta invencion, se describe la construccion de un
vector de expresion de protenas heterologas basado en el PPV que tiene la capacidad de expresar la
protena GFP (Chiu y col., 1996) en plantas infectadas con una construccion quimerica que fue realizada
a partir de dicho vector de expresion.
Ejemplo
Construccion de un vector de expresion de protenas heterologas basado en PPV y expresion en dicho
vector de la protena GFP
1. Construccion de los clones mutantes
Se efectuo mutagenesis dirigida siguiendo el metodo de Herlitze y Koenen (Herlitze y Koenen, 1990)
sobre un clon de cDNA de PPV, en concreto, del pGPPV (Riechmann y col., 1990). El oligonucleotido
identicado como SEC. ID. N 1 [vease el apartado relativo a la LISTA DE SECUENCIAS] fue utilizado
para crear la mutacion MK. Los oligonucleotidos identicados como SEC. ID. N 2 [secuencia codicante
del genoma de PPV desde los nt 8067 al 8082] y SEC. ID. N 3 [secuencia complementaria de PPV desde
los nt 9114 al 9127] (Lan y col., 1989) fueron utilizados como oligonucleotidos flanqueantes en la mu-
tagenesis por PCR. El fragmento ClaI-SacI del producto amplicado por PCR que contiene la mutacion
MK fue introducido en el clon de cDNA de longitud completa pGPPV para crear el clon pGPPV-MK.
La integridad de la secuencia obtenida por PCR fue vericada por secuenciacion.
El clon pGPPV-MK posee una insercion de 15 nucleotidos en la secuencia que codica a la protena
11
ES 2 161 130 B1
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
NIb en una posicion previa a la secuencia que codica al heptapeptido de reconocimiento de la proteasa
NIa, que tras su procesamiento libera a las protenas NIb y CP de la poliprotena viral.
La secuencia insertada de 15 nucleotidos contiene, en direccion 5’ ! 3’ respecto a la cadena codi-
cante, las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion MluI y KpnI separadas por una
secuencia de 3 nucleotidos para una mejor digestion por parte de ambas enzimas. Se construyo un clon
intermedio denominado pUC18-MK, que contena el fragmento BamHI -SacI de pGPPV-MK insertado
en pUC18, con el n de facilitar el clonaje posterior de secuencias para dar lugar al vector denitivo.
Se hibridaron los 2 oligonucleotidos complementarios identicados como SEC. ID. N 4 y SEC. ID. N
5 que contenan (en relacion con la cadena codicante y en direccion 5’! 3’) los dos ultimos nucleotidos
del codon que codica al primer aminoacido (asparragina) del heptapeptido de reconocimiento de la
proteasa NIa, el resto de la secuencia que codica a los 6 aminoacidos restantes del sitio de corte de la
proteasa (los 3 ultimos nucleotidos son parte de la enzima de restriccion NaeI), el resto de la secuencia de
la diana de restriccion NaeI, 3 nucleotidos espaciadores y extremos cohesivos compatibles con la enzima
de restriccion KpnI. La hibridacion se efectuo incubando 1,5 microgramos (g) de cada oligonucleotido en
un tampon que contena Tris-HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 0,1M y EDTA (acido etilendiaminotetraacetico)
1 mM a 90C durante 5 minutos y a continuacion se enfrio lentamente hasta temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se ligo con pUC18-MK que haba sido previamente tratado como se describe a conti-
nuacion. El plasmido pUC18-MK se digirio con la enzima de restriccion MluI y se trato con la nucleasa
de la juda \mung-bean" para dejar extremos romos, posteriormente el plasmido se digirio con la enzima
de restriccion KpnI. Tras la ligacion y transformacion el plasmido resultante se denomina pUC18-NK.
El fragmento ClaI -SacI de este plasmido, que contiene la secuencia mutante, se introdujo en el clon
completo pIC-PPV de longitud completa para crear pICPPV-NK. El clon pIC-PPV contiene el cDNA
completo de PPV bajo el control del promotor 35S de CaMV y el intron I del gen STLS-1 de patata.
2. Construccion del clon quimerico pICPPV-NK-GFP
La secuencia que codica a la protena testigo GFP se amplico por PCR (a partir de un plasmido
que contiene su secuencia (Chiu y col., 1996)) utilizando una polimerasa con una baja tasa de error
(Expand©R High-delity, Boehringer Mannheim). Los oligonucleotidos utilizados en la amplicacion fue-
ron los identicados como SEC. ID. N 6 y SEC. ID. N 7. Tras la amplicacion, el producto de la PCR,
puricado de un gel de agarosa, fue tratado con DNA polimerasa de T4 para dejar romos los extremos
del fragmento, y a continuacion el producto se trato con la enzima de restriccion KpnI ya que el oligo-
nucleotido utilizado en la amplicacion e identicado como SEC. ID. N 7 crea un sitio para dicha diana
en el extremo del fragmento amplicado. Se utilizo el plasmido intermedio pUC18-NK para facilitar el
proceso de construccion de la quimera. El plasmido se digirio con las enzimas de restriccion NaeI y KpnI,
y tras este tratamiento, se ligo con el producto de PCR que contiene el gen de la GFP tratado como se ha
descrito anteriormente. El plasmido resultante se denomino pUC18-NK-GFP y su fragmento ClaI-SacI,
que contiene la secuencia que codica a la protena GFP, se introdujo en el clon de cDNA completo
de PPV, pIC-PPV, creando el clon quimerico completo pICPPV-NK-GFP que ha sido depositado en la
CECT [vease el apartado relativo al DEPOSITO DE MICROORGANISMOS].
3. Inoculacion de plantas
Los cDNA de longitud completa presentes en los plasmidos construidos a partir del clon pIC-PPV
(silvestre y mutantes) se diluyeron hasta una concentracion de 100 ng/l y se inocularon plantas con
10 l de estas diluciones para un total de tres hojas por planta previamente rociadas con carborundum
(carburo de silicio). Alternativamente, los clones se inocularon usando la metodologa de la pistola de
genes Helios \gene-gun" (BioRad) con cantidades que pueden llegar a ser tan bajas como 10 ng por
planta.
En caso de utilizar clones pGPPV y derivados, la sntesis de los transcritos se lleva a cabo con el kit
de transcripcion T7 cap scribe (Boehringer Mannheim). En este caso, se utilizan 20 microlitros (l) de
cada mezcla de reaccion diluida 1:1 en tampon fosfato sadico 5 mM pH 7,5 por cada 8 plantas a inocular
de Nicotiana clevelandii rociadas con carborundum (carburo de silicio, Prolabo) (3 hojas por planta).
Las plantas inoculadas con los clones pICPPV-NK y pICPPV -NK-GFP resultaron infectadas. El
curso de la infeccion y la sintomatologa de la infeccion causada por ambos mutantes eran similares a los
de las plantas inoculadas con el clon silvestre pIC-PPV.
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4. Analisis por western-blot
Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico (SDS-PAGE) se separaron
muestras de plantas infectadas homogenizadas con tampon fosfato sodico 5 mM pH 7,5. Las muestras
se transrieron a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con los anticuerpos correspondientes tal
como se ha descrito anteriormente (Garca y col., 1992). El anticuerpo anti-CP de PPV utilizado fue el
AM 5B obtenido a partir del kit REALISA (Durviz). El anticuerpo anti-GFP fue obtenido de la casa
comercial Boehringer Mannheim y es realmente una mezcla de varios AMs contra diferentes variantes de
la protena GFP. El segundo anticuerpo utilizado fue una IgG de cabra anti-raton conjugada a peroxidasa
(Jackson Immunoresearch Laboratories). La reaccion de la peroxidasa se revelo con 4-cloro-1-naftol.
Cuando se analizan por western-blot plantas infectadas con la quimera PPV-NK-GFP utilizando el
AM anti-PPV 5B se observa que la quimera se acumula en una medida similar a la de PPV silvestre
(Figura 4, carriles 2 y 3). Este ensayo permite deducir que en la quimera el sitio de procesamiento de la
proteasa NIa que se encuentra entre las protenas GFP y CP es ecientemente reconocido.
Cuando estas mismas plantas se analizan por western-blot con una mezcla de AMs anti-GFP se puede
observar, como era de esperar, que la planta que estaba infectada con el virus silvestre no reacciona
en absoluto con esta mezcla de anticuerpos, sin embargo en la planta infectada con PPV-NK-GFP se
detecta la presencia de la protena GFP del tama~no esperado (Figura 4, carriles 5 y 6). Aunque sin el uso
de una muestra control este analisis por western-blot no es cuantitativo, parece obtenerse una cantidad
considerable de la protena heterologa y como dato importante no aparecen bandas de menor tama~no
lo que indica que la protena es estable y no presenta formas degradadas. Otro dato que aporta este
experimento es que el procesamiento por parte de la proteasa NIa entre las protenas NIb y GFP (sitio
de procesamiento articial que fue introducido en PPV-NK) tiene lugar ecientemente.
5. Estabilidad de la Quimera PPV-NK-GFP
5.1 IC-RT-PCR
Para comprobar la estabilidad genetica de la quimera PPV-NK-GFP se amplico por inmunocaptura-
transcripcion inversa-PCR (IC-RT-PCR) a partir de extractos de plantas infectadas con PPV -NK-GFP
la region de insercion de las secuencias heterologas Para ello, se incubaron muestras de plantas infectadas
homogeneizadas en tampon fosfato sodico 5 mM pH 7,5 durante 2 horas a 37C en tubos previamente recu-
biertos con IgG anti-PPV y, seguidamente, tras dos lavados con tampon PBS-Tween (1xPBS, Tween©R 20
0,5 g/l) se efectuo la reaccion de transcripcion reversa (RT) y posteriormente la amplicacion enzimatica
por medio de la PCR, segun la metodologa descrita por Candresse y colaboradores (Candresse y col.,
1995).
En el caso del producto amplicado a partir de plantas infectadas con la quimera PPV-NK-GFP el
tama~no era el esperado, ampliamente superior al fragmento amplicado a partir de las plantas infectadas
con el virus silvestre (vease la Figura 5) Como se puede observar en la Figura 5 en los carriles 3-8 no
existen rastros de productos de menor tama~no que pudieran estar indicando una inestabilidad del genoma
quimerico.
5.2 Observacion de la fluorescencia de la protena GFP
La autofluorescencia de la protena GFP fue observada tanto en hojas inoculadas como en hojas
sistemicamente infectadas. Se utilizo tanto un microscopio de fluorescencia como un microscopio confo-
cal. La observacion de las hojas sistemicamente infectadas permita detectar focos de infeccion antes de
que las hojas tuvieran sntomas observables macroscopicamente.
La observacion de la fluorescencia de la protena GFP y los resultados de IC-RT-PCR han puesto
de maniesto que la quimera PPV-NK-GFP es capaz de mantener la secuencia heterologa tras largos
periodos post-infeccion [al menos, 30 d.p.i (das post -infeccion)], as como tras varios pases de planta a
planta (al menos, 1 pase). Adicionalmente, se han obtenido datos de estabilidad genomica de la quimera
por observacion de la fluorescencia de la protena GFP que indican que la quimera PPV-NK-GFP es
capaz de mantener la secuencia heterologa al menos, 60 d.p.i y tras, al menos, 3 pases de planta a planta
[en estos casos no se han realizado ensayos de IC-RT-PCR].
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Conclusiones
1. Se ha construido un vector de expresion de protenas heterologas basado en PPV. Este vector
permite la expresion de la protena de interes entre las secuencias que codican a las protenas NIb y
CP. El vector viral PPV-NK es viable y presenta las mismas caractersticas de infectividad que el virus
silvestre.
2. Se ha expresado la protena GFP en el vector PPV-NK. Le quimera derivada PPV-NK-GFP tiene
las mismas caractersticas de infectividad que el virus silvestre. Los resultados obtenidos con la quimera
indican que las quimeras derivadas del vector PPV-NK son altamente estables tras largos tiempos post
inoculacion y pases de planta a planta lo que es una ventaja sobre otros vectores basados en PPV (Guo
y col., 1998) o en otros potyvirus, TEV (Dolja y col., 1993) Esta estabilidad podra estar favorecida
por el hecho de que la secuencia extra insertada que codica al heptapeptido de reconocimiento de la
proteasa NIa, aunque tiene la misma secuencia de aminoacidos que el que existe de forma natural entre
las protenas NIb y CP, tiene una diferente secuencia de nucleotidos para desfavorecer los fenomenos de
recombinacion homologa que pudieran llevar a la perdida del inserto.
3. Los resultados obtenidos con la quimera PPV-NK-GFP en cuanto a produccion de la protena
GFP sugieren que se pueden conseguir cantidades considerables de la protena heterologa.
4. La quimera PPV-NK-GFP podra ser de gran utilidad para seguir el curso de la infeccion de PPV
o de mutantes derivados de este.
Deposito de microorganismos
Celulas de Escherichia coli DH5 conteniendo el plasmido pICPPV-NK-GFP han sido depositadas en
la Coleccion Espa~nola de Cultivos Tipo (CECT), Burjasot, Valencia (Espa~na), el 29 de Enero de 1999,
correspondiendole el numero de acceso CECT 5128.
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Lista de secuencias
(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
(B) CALLE: Serrano, 113
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(C) CIUDAD: Madrid
(D) PROVINCIA: Madrid
(E) PAIS: ES
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): 28006
(G) TELEFONO: 91 585 50 00
(H) FAX: 91 411 30 77
(ii) TITULO DE LA INVENCION:
DNA RECOMBINANTE DERIVADO DEL VIRUS DE LA SHARKA Y VECTOR DE EXPRESION
DE PROTEINAS HETEROLOGAS BASADO EN DICHO DNA RECOMBINANTE
(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 7
(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE SOPORTE: Floppy disk
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (OEP)
(2) INFORMACION DE LA SEC. ID. N 1:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 35 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: Acido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N 1:
CAACAACGTT GGTACCCCGA CGCGTGGACT CACCA 35
(2) INFORMACION DE LA SEC. ID. N 2:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 16 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: Acido nucleico
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N 2:
GTGAATGGTG ATGATC 16
(2) INFORMACION DE LA SEC. ID. N 3:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 14 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: Acido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N 3:
CTATGCACCA AACC 14
(2) INFORMACION DE LA SEC. ID. N 4:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 31 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: Acido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N 4:
ATGTCGTAGT ACATCAGGCC GGCCGGGGTA C 31
(2) INFORMACION DE LA SEC. ID. N 5:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 27 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: Acido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N 5:
CCCGGCCGGC CTGATGTACT ACGACAT 27
(2) INFORMACION DE LA SEC. ID. N 6:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
17
ES 2 161 130 B1
5
10
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
(A) LONGITUD: 18 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: Acido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N 6:
ATGGTGAGCA AGGGCGAG 18
(2) INFORMACION DE LA SEC. ID. N 7:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NUMERO DE CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: Acido nucleico
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC. ID. N 7:
CAGGTACCCT TGTACAGCTC GTC 23
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REIVINDICACIONES
1. Un DNA recombinante que comprende un DNA complementario (cDNA) al genoma del virus de
la sharka (PPV), de longitud completa, que contiene entre las secuencias de nucleotidos codicantes de
las protenas virales NIb y CP, una secuencia de nucleotidos constituida por los siguientes elementos,
operativamente enlazados, en el siguiente orden (segun la direccion 5’ ! 3’ de la cadena codicante):
a) una secuencia ajena de nucleotidos seleccionada entre:
i) una secuencia ajena de 18 nucleotidos que constituiran los 18 ultimos nucleotidos de la se-
cuencia codicante de la protena NIb y que codican a los 6 primeros aminoacidos de un
heptapeptido de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV, y
ii) una secuencia ajena de 21 nucleotidos que codica a un heptapeptido de reconocimiento de la
proteasa NIa de PPV;
b) una secuencia de nucleotidos que comprende un sitio unico de reconocimiento de una primera enzima
de restriccion;
c) una secuencia espaciadora constituida por, al menos, 3 nucleotidos; y
d) una secuencia de nucleotidos que comprende un sitio unico de reconocimiento de una segunda
enzima de restriccion.
2. DNA recombinante segun la reivindicacion 1, que comprende la insercion de una secuencia de
nucleotidos articial que codica a un heptapeptido de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV.
3. DNA recombinante segun la reivindicacion 1, que comprende dos secuencias de nucleotidos dife-
rentes que codican al heptapeptido de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV entre las protenas
NIb y CP de PPV.
4. DNA recombinante segun la reivindicacion 1, en el que dicho sitio unico de reconocimiento de una
primera enzima de restriccion, es un sitio unico de reconocimiento de la enzima de restriccion NaeI.
5. DNA recombinante segun la reivindicacion 1, en el que dicho sitio unico de reconocimiento de una
segunda enzima de restriccion, es un sitio unico de reconocimiento de la enzima de restriccion KpnI.
6. Un vector de expresion de, al menos, una protena heterologa basado en el virus de la sharka (PPV)
que comprende:
a) un promotor,
b) una secuencia de DNA recombinante segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que contiene,
al menos, una secuencia de nucleotidos heterologa que codica a una protena heterologa insertada entre
las secuencias de nucleotidos codicantes de las protenas NIb y CP de PPV, y
c) un vehculo de clonaje.
7. Vector segun la reivindicacion 6, en el que dicho promotor se selecciona del grupo formado por un
promotor adecuado para la transcripcion in vitro del cDNA mediante una RNA polimerasa y un promotor
de un gen funcional en plantas adecuado para la transcripcion in vivo del RNA viral.
8. Vector segun la reivindicacion 6, en el que dicho promotor se selecciona del grupo formado por el
promotor del bacteriofago T7 y el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV).
9. Vector segun la reivindicacion 6, en el que dicha secuencia de DNA recombinante contiene, al
menos, una secuencia de nucleotidos heterologa que codica a una protena heterologa, insertada entre
las dianas para dichas primera y segunda enzimas de restriccion, ambas de sitio unico, presentes en dicho
DNA recombinante.
10. Vector segun la reivindicacion 6, en el que dicha secuencia de DNA recombinante contiene una
secuencia de nucleotidos heterologa que codica a una protena heterologa.
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11. Vector segun la reivindicacion 6, en el que dicha secuencia de DNA recombinante contiene mas
de una secuencia de nucleotidos heterologa que codican a mas de una protena heterologa.
12. Vector segun la reivindicacion 11, en el que dichas secuencias de nucleotidos heterologas que
codican a las distintas protenas heterologas estan separadas por secuencias de nucleotidos, introducidas
articialmente, que codican a heptapeptidos de reconocimiento de la proteasa NIa de PPV.
13. Vector segun la reivindicacion 11, en el que dichas secuencias de nucleotidos heterologas que
codican a las distintas protenas heterologas se encuentran fusionadas entre s.
14. Un procedimiento para la obtencion de, al menos, una protena heterologa en plantas o celulas de
plantas susceptibles de ser infectadas por PPV que comprende:
a) inocular dichas plantas o celulas de plantas que son susceptibles de ser infectadas por PPV con un
vector de expresion segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 13;
b) expresar la protena o protenas heterologa(s) en dichas plantas o celulas de plantas contenidas en
la poliprotena viral; y, opcionalmente,
c) aislar la(s) protena(s) heterologa(s) separadas de la poliprotena viral mediante el procesamiento
proteoltico.
15. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que dicho vector de expresion tiene una mutacion
de tipo NAT que le hace ser defectivo en la capacidad de ser transmitido por pulgones.
16. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que dicha protena heterologa se selecciona entre
protenas utilizadas con nes terapeuticos o de diagnostico del cuerpo humano o animal, protenas que
permiten la acumulacion y/o degradacion en la planta de contaminantes medioambientales, la sobrea-
cumulacion de metabolitos de la planta, la modicacion de un metabolito de la planta para producir
un metabolito secundario a dicho compuesto, y protenas que imparten a la planta alguna caracterstica
agronomica.
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